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1. Bevezetés

A malignus daganatokra altalanosan jellemz6 10 legfontosabb biologiai sajatossagot Hanahan
¢s Weinberg foglalta 6ssze (Fig. 1), iranyt mutatva a tumoros megbetegedések megértéséhez.
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vezikulak (EV) révén képesek manipulalni a mikrokornyezetiiket. A tumort tamogatd
mikrokornyezet kialakulasa elengedhetetlen feltétele a tumor ellendrzés nélkiili

novekedésének.

A mezenhimalis 6ssejtek (MSC) a TME egyik f6 alkoto elemei. Az MSC-k a tumorsejtek altal
kivalasztott kemokinek, citokinek és EV-k hatasara vandorolnak a TME-be. Kimutattak, hogy
tumoralis hatasra az MSC-k tumor-asszocialt sejtekké képesek differencialodni. Az MSC-k
tumor tdmogato, illetve tumor ellenes szerepérdl az irodalmi adatok ellentmondasosak. Az

MSC-k szerepe fiigg a tumor tipusatol és a sejtek allapotatol.

A TME kialakulasa soran elsddlegesen a monocitak verbuvalasa torténik meg. A tumor-
asszocialt makrofdgok (TAM) fenotipusat a tumor fejlédése soran a mikrokornyezetében
termel6do faktorok hatarozzak meg. A TAM-ok kulcsszerepet jatszanak olyan onkogén
folyamatokban, mint a tumor proliferacidja, az angiogenezis és a metasztazis képzodés.

Mint a Th1/Th2 limfocitak, a makrofagok is feloszthatok két polarizalt részhalmazra; a
klasszikusan aktivalt M1 tipusu, illetve alternativ modon aktivalt M2 tipust makrofagokra. Az
M1 tipusu makrofagok altal termelt molekulék antimikrobialis és tumorellenes hatassal birnak.
A TME-ben az M1 tipust makrofag talsuly bizonyos esetekben jo eldrejelzésnek szamit. Az
alternativ mechanizmussal aktivalodott M2 tipusu makrofagok antigénprezentald képessége
gyenge, inkabb a sejttormeléket eltavolitd, a karosodott szoveteket 0jraépitd, a daganatok

fennmaradéasat segitd, ¢és ¢érképzdédést tamogatd funkcidjuk all elétérben, tovabba



immunszuppressziv faktorok kibocsatiasaval gatoljak az adaptiv immunvalaszt. A TAM-ok
szamanak csokkentése, vagy polarizaciojuk M1 fenotipus irdanyba torténd eltolasa
tumorterapias cél lehet. Mar tobb mint 100 évvel ezel6tt felismerték, hogy a bakterialis fertézést
kovetden egyes daganatos betegek meggyodgyulnak (Coley toxin). Jollehet, altalanosan
elfogadott tény, hogy az antibakterialis immunvalasz atfed a tumorellenes immunvalasszal, &m

ennek a pontos mechanizmusa még nem ismert.

Az attétképzés a rosszindulatu daganatok legfébb jellemzdje, €s a legtobb, tumorral kapcsolatos
halaleset oka. Stephen Paget “mag és talaj” attétképzési elmélete szerint az attétek szorodasa
nem véletlenszerii. A tumorok képesek el6idézni egy tavoli szervben olyan mikrokdrnyezet
kialakulasat, amely a kés6bb beérkez6é tumorsejtek tulélését és novekedését tamogatjak. Ezt az

eldre biztositott, tamogatd mikrokornyezetet pre-metasztatikus niche-nek (PMN) nevezziik.

Az EV-k a sejtek altal, az extracellularis térbe kibocsatott lipidvezikulak. Harom f6 tipusat
kiilonboztetjilk meg: mikropartikulakat, mikrovezikulakat (100-1.000 nm), és az exoszomakat
(20-200 nm). A legkisebb EV-k az edoszomalis uton keletkez6 exoszomak (<200 nm). Az
exoszomak a multivezikularis testek (MVB) membranjarol befelé, a lumen irdnyaba torténd
lefliz6déssel jonnek 1étre. A folyamat soran szamos fehérje, nukleinsav, transzkripcios faktor
¢s lipid képes valogatottan becsomagolédni a sejt tipusatdl fliggden. Az exoszoémak
molekularis Osszetételiik révén a sejtek kozotti kommunikacid egyedi egységeiként
értelmezheték, melyek mintazata nem filiggetlen a kibocsatd sejt tipusatol és allapotatol.
Eszerint a daganatos sejtekbdl szarmazo exoszomak olyan molekularis informaciot szallitanak,

melyek szerepet jatszanak a tumoros mikrokornyezet kialakulasaban.

Mint fentebb mar emlitettem, a metasztazist megel6z6en a daganat képes a tavoli célszervekben
a tumorsejt megtapadasat és novekedését tamogatd mikrokornyezet kialakitasara, melyet pre-
metasztatikus niche-nek (PMN) neveziink. Az elmult években szamos kozlemény jelent meg

az exoszoOmak PMN kialakulasaban betoltott kozvetitd szerepérdl.

A melanoma malignum a melanocitakbol kiindul6 invaziv, kifejezetten attétképzo sajatsaggal
rendelkez6 daganat. Mara a melanoma incidenciajanak novekedése a letalis daganatok k6zott a
masodik. Gyakorisaga ¢és halalozasi rataja vildgviszonylatban nagyon valtozo, az adott orszag
alapellatasatol és a korai felismeréstdl fiiggéen. A WHO adatai szerint 2018-ban, az EU-ban
100.000 emberbdl 12,6 esetben diagnosztizaltak malignus melanomat. Mas tumoros
megbetegedésekhez hasonloan, a melanoma fejlédése és progresszidja is egy szekvencialis
genetikai modellt kovet, mely onkogének aktivacigjdnak ¢&s tumorszupresszor gének

inaktivaciojanak sorozatabol all. Szamos genetikai valtozas talmiikodést okoz az érintett



cellularis ttvonalakban, fOként a mitogén-aktivalt-protein-kinaz (MAPK), a foszfatidil-
inozitol-3-kinaz (PI3K), a protein-kinaz-B (AKT), a foszfataz-és-tenzin homoldg (PTEN),

valamint az emlés rapamycin-célpont (mTOR) jelatviteli itvonalakban.

A PD-1 expresszidja nem egyértelmiien jellemz6 a melanoma sejtekre. Komoly jelentséggel
bir egy a kozelmultban megjelent kozlemény, melyben leirtak, hogy a PD-1 receptort kifejezo
melanoma sejtpopulacio kiilondsen agressziv. A melanoma sejteken PD-1:PD-L1 kdlcsonhatas
modulalja az mTOR jelatviteli utvonalat, igy zavarva a programozott sejthalalt. A tanulméany a
PD-1 tultermelés kovetkezményeire fokuszal, a PD-1 funkcidjat kisérletesen gatolva
(Pdcd1-shRNS-sel illetve anti-PD-1 antitesttel), azonban nem hatarozza meg azokat a
tényezoket, amelyek aktivalasa a PD-1 molekulat taltermeld alpopulaciok kialakulasahoz vezet.
Ez a kérdés azonban kiilonosen érdekes annak fényében, hogy a ma elérhetd egyik
leghatékonyabb immunterépia a fent emlitett PD-1: PD-L1 kolcsonhatas blokkolasan alapul.

A melanoma kialakuldsaban a melanocitdk genetikai valtozasai mellett a mikrokdrnyezet

elemei kozotti kdlesonhatasok is kulcsfontossaguak.

2. Célkitizések

Jelen tanulmanyban célunk volt meghatarozni, hogy a TME egyes 6sszetev6i milyen modon
tamogatjak a melanoma pro-metasztatikus karakterének kialakulasat. A pro-metasztatikus
jellemzOk gyakran az adott szoveti mikrokornyezettdl fiiggenek. A TME-t egyrészt a daganat
szempontjabol, masrészt a tumor sztromajaba beszlir6dé immunsejtek viselkedésének

szempontjabol vizsgaltuk.

Célul tiiztiik ki, hogy felderitsiik, hogyan befolyasoljak a daganat progressziojat a tumorsejtek
altal kibocsatott exoszomak, illetve a daganatba besziirédé makrofagok kiilonféle tipusai (M1,

M2).

Feltételeztiik, hogy a melanoma eredetii exoszomak elésegitik a tumor progresszidjat, mig a

tumorral asszocialt makrofagok M1 iranya polarizacioja a daganat regresszidjat tamogatja.

Ebben a munkaban céljaink a kovetkezOk voltak:

1. Leirni az MSC sejteken malignus valtozasokat indukald cellularis és molekularis
folyamatokat, melyeket intercellularis kommunik4cié Utjdn melanoma eredetii
exoszomak kozvetitenek.

2. Megvizsgalni a PD-1 receptor — mint melanoma marker és terapias célpont —

kifejezodésének melanoma eredetli exoszomak hatasara bekovetkezo valtozasait.



3. Leirni a melanoma sejtek altal kibocsatott exoszomak tumor progresszidoban in vivo
betdltott szerepét.

4. Megismerni a makrofag polarizacié tumor regressziora gyakorolt hatasat.

3. Anyagok és modszerek

Egerek

A C57BL/6N ¢és az immunodeficiens NOD/Scid IL2rg null (NSG) egerek a Charles River
Laboratories-tol (Sulzfeld, Németorszag) szarmaztak. Az allatokat patogénmentes
kornyezetben tartottuk, a kisérleteket a nemzeti (1998. XXVIII; 40/2013) és az eurdpai
(2010/63/EU) allatetikai iranyelveknek megfeleléen végeztikk. A kisérleti protokollokat a
MTA-SZBK Allatkisérleti és Etikai Bizottsdga, valamint a Magyar Orszagos Allatkisérleti és
Etikai Bizottsag jovahagyta (az engedélyek szama: XV1./03521/2011, CS1/01/3929-4/2017,
XV1./03521/2011 valamint CS1/01/3929-4/2017).

Sejtvonalak és sejtkulturak

A B16F1 melanoma sejtvonalat (ECACC) DMEM tapfolyadékban, 10% FBS (Euroclone),
0,01% natrium-piruvat, 1% MEM nem-esszencialis aminosavak, 1% MEM vitamin, 2 mM L-
glutamin és 1% P/S/A oldatokkal (mind Lonza) kiegészitve tartottuk kultaraban.

Az egér MSC sejteket C57BL/6N egerekbdl izolaltuk. A hasi, bOr alatti zsirszovetet az
eltavolitast kovetden RPMI 1640 tapoldattal mostuk, és aprora daraboltuk. Az ilyen modon
homogenizalt szovetet 100 pg/ml kollagenaz (Sigma-Aldrich) tartalmi RPMI 1640 tapoldatban
szuszpendaltuk fel, majd 37 °C-on 50 percig inkubaltuk. A kollagenazt 10% FBS-tartalmu
tapoldattal kozombdositettiik, majd 470 x g-vel 15 percig centrifugaltuk, és tapfolyadékkal
mostuk a sejteket. Ezt kovetden a sejteket MesenCult tapoldatban (Stemcell Technologies)
szuszpendaltuk fel, és 100 um poérusméretii sejtsziiron (BD Biosciences) engedtiik at a
sejttenyészté edénybe, majd 37 °C-on, 5% CO: és 90% paratartalom mellett tartottuk. A
sejtkultarat 80 %-os konfluencianal passzaltuk. Az MSC sejtkultura tisztasagat aramlasi
citometriaval vizsgaltuk, Mouse Multipotent Mesenchymal Stromal Cell Marker Antibody
Panel-t (R&D Systems) hasznalva, a gyarto utasitasainak betartasaval.

In vitro kisérletek sejtkultarai
MSC sejtkultarakat (6 x 10* cell/ml) masodik passzazsszammal, 1,5 x 10*/cm? sejtszammal
sejttenyésztd csészébe iiltettiik. A 24 6rds inkubaciot kdvetden az MSC sejtkulturdkat B16F1

exoszoémaval kezeltiik (40 pg/ml exoszomalis fehérje tartalom; 1,5 x 10'* exoszéma, 5 ml



tapoldatban), 24 6ranként. A sejtkulturakat 24, 48, 72 és 96 orara kezeltiik, €s a kezeléseket

kovetden 24 orara gyljtottiik le a sejteket a vizsgalati modszernek megfeleld eljarassal.

Az exoszomalis kezelés egér modellje

B16F1 sejteket intravénasan oltottunk (1 x 10° cell/100 pl) C57BL/6N ndstény egerekbe. Egy
hét elteltével a tumort hordozé egereket randomizaltuk, és 3 csoportba osztottuk
(n=10/csoport). Az egerek intravénasan kontroll puffert (100 ul), exoszomaval kezelt MSC
sejteket (1 x 10° cell/100 pl), vagy exoszémat (40 ug/100 ul) kaptak a tumoros oltast kovetd 7.,
8.,9.,10., 11. napokon. Egy héttel az els6 kezelést kovetden csoportonként 3 allatot Kialtattunk
¢s megvizsgaltunk. Eltavolitottuk az allatok tiidejét, fotd6 dokumentaltuk, majd -80 °C-on
taroltuk a fehérje, mRNS és szdvettani vizsgalatok elvégzéséig. A megmaradt allatokat tovabbi
10 nap eltelte utan altattuk ki, vizsgaltuk meg, és tavolitottuk el a tumorattéteket. A kisérletet

haromszor ismételtiik meg.

A tiido tumor boritottsaga
A tiidok tumor boritottsagat, az elkésziilt képek alapjan Imagel software segitségével
hataroztuk meg. Definialtuk a tumoros és az egészséges régiok teriiletének nagyséagat, ¢s

kiszdmoltuk a szézalékos kozépértéket, SD és p értékeket a Microsoft Excel alkalmazasban.

A Chlamydia kezelés egér modellje

B16F1 sejteket intravéndsan oltottunk (1 x 10° cell/100 ul) immunkompetens C57BL/6N,
illetve immundefficiens NOD/Scid IL2rg null (NSG) egerekbe. Egy hét elteltével a tumort
hordozé egereket randomizaltuk, és 3 csoportba osztottuk (n=15/csoport). Az egereket Hep-2
sejtekben szaporitott Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) CWL-029 torzzsel kezeltiik.
Mind a C. pneumoniae mind a mock kontroll (feldolgozott Hep-2 sejtek) 90 °C-on 30 percig
voltak hdinaktivalva. Az egerek kezelését konnyli boditasban (natrium-pentobarbital 7,5
mg/ml) végeztiik, intranazalisan 1 x 108 IFU C. pneumonia oldattal, 7, 9, 11, 14, és 16 nappal
a tumor oltasat kovetden. Mivel az NSG egerek fizikai allapota extrém gyorsan romlott
eutanaziaban részesitettiik 6ket a harmadik C. pneumoniae kezelést kovetéen 14 nappal.
Ennek a modellnek a kiilonleges el6nyei: (i) a melanoma sejtek intravénas injekcidjaval lathatod
melanoma tiid6 attétek alakulnak ki az injekcié beadésat kdvetd 7 napon beliil, anélkiil, hogy
jelentés mértékben terjednének mas szervekbe; (ii) a C. pneumoniae egy tiidospecifikus,
intracellularis koérokozd, amely még a tiidd melanoma attétjeiben is jelentés invazios
sebességgel rendelkezik. Az inhalacios kezelést kovetden csoportonként 3 allatot altattunk Ki,
¢s a tlidejlket fehérje-, MRNS- és szdvettani elemzés céljabol gyijtottik ossze. A fennmarado

egereken a tulélést vizsgaltunk. A kisérlet végén az allatokat eutandziaban részesitettiik, a



tiidejiiket eltavolitottuk, és 3 fliggetlen személy, vak modon szdmolta a feliileti attéteket. A
tulélési kisérletekhez az egéresoportokat a melanoma oltasat kovetden 6tszor kezeltiink a leirtak
szerint. A Kaplan-Meier talélési gorbéket log-rank statisztikai teszttel elemeztiik, és a p < 0,05
értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik. Minden allatkisérletet az intézményi és a

nemzeti allatjoléti bizottsag engedélyezett.

Reagensek
A Western blot analizishez, és az immunfluoreszcens festéshez hasznalt antitesteket részletesen

az 1-es Téblazatban soroltuk fel.

Tablazat 1. Western-blot analizishez, és az immunfluoreszcens festéshez hasznalt antitestek.

antitest klon higitas kat. szam
rabbit anti-mouse CD63 poliklonalis ~ 1:1000  biorbyt orb11317
hamster anti-mouse CD81 Eat-2(EAT) 1:100 LifeSpan Biosciences LS-C106418
rabbit anti-mouse CD9 EPR2949 1:500 LifeSpan Biosciences LS-C105676
mouse anti-mouse HSP70 C92F3A-5 1:8000  Enzo Life Sciences ADI-SPA-81
rat anti-mouse PD-1 RMP1-14 1:1000  Biolegend 114102
rabbit anti-mouse MLANA poliklonalis 1:200 biorbyt 0rb247345
rat anti-mouse CD11b M1/70 1:50 R&D Systems MLDP5
goat anti-mouse CD80 poliklonalis 1:100 R&D Systems AF740
Alexa Fluor 555 conjugated anti-  poliklonalis 1:500 ThermoFisher Scientific ~ A-21428
Alexa Fluor 647 conjugated anti-  poliklonalis 1:100 Jackson 112-605-062
goat anti-rabbit-HRP poliklonalis 1:1000 R&D Systems HAF008
goat anti-rat-HRP poliklonalis 1:1000 R&D Systems HAF005
goat anti-Hamster-HRP poliklonalis 1:30000 ThermoFisher PA1-29626

A sejtmagok festéséhez DAPI festéket hasznaltunk (Life Technologies)

Exoszoma izolalas és karakterizalas

Az exoszomakat B16F1 sejtkultura feliiliiszobol izolaltuk. A feliiliszokat els6ként 4 °C-on
centrifugaltuk, 780 x g -vel 5 percig, és 3900 x g -vel 15 percig, majd 0,22 pm poérusméretii
membranon szlirtik a sejtek, tormelékek és nagyobb vezikuldk eltavolitdsa végett. Az
exoszomakat ultracentrifugalassal iilepitettiik (150 000 x g, 60 min, 4 °C), a pelletet 2x mostuk
DPBS-sel, majd DPBS-ben szuszpendaltuk fel. A B16F1 exoszoma-izolatumok
fehérjekoncentraciojat Pierce BCA Protein assay kit (Thermo Scientific) segitségével mértiik,
majd  atomerd-mikroszkopiaval (atomic force microscopy — AFM), pasztazo
elektronmikroszkopiaval (scanning elctron microscopy — SEM) és Western blot analizissel

jellemeztiik.

Az exoszomak miRNS-tartalmanak elemzése
Az exoszoma izolatum miRNS-tartalmat a NucleoSpin miRNA izolalo kit (Macherey-Nagel)
segitségével izolaltuk a gyartd instrukcioit kovetve. A szekvenalast egy SOLiD 5500xI

késziilékkel végeztiik a gyartd protokollja szerint. A nyers adatok bioinformatikai analizise a



CLC Genomics Workbench 8.0.2 (Qiagen Bioinformatics) verzidjaval tortént, ahol a
miRBase 21. kiadasanak annotalt Mus musculus miRNS szekvenciait hasznaltuk

referenciaként, és a 10, vagy annal tobb talalattal rendelkez6 miRNS-eket fogadtuk el.

B16F1-eredetii exoszomak tomegspektrometriai analizise

A tomegspektrometridhoz (LC-MS/MS) a vezikularis fehérjéket (25 pg/minta) SDS-PAGE
segitségével valasztottuk el, majd Coomassie-kékkel festettiik. A gélt mintanként 12 egyenld
részre vagtuk fel, a fehérjéket a gélben emésztettiik, majd a peptid-kivonatokat egy nanoHPLC
(nanoAcquity, Waters) rendszerhez kapcsolt LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific)
tomegspektrométerrel analizaltuk. A keresésre alkalmas listat a Proteome Discoverer 1.4
(Thermo Scientific) segitségével allitottuk fel, majd az adatbazis lekereséshez sajat Protein
Prospector 5.14.1 keres6nket és az Uniprot adatbazis Mus musculus ¢s Bos taurus szekvenciait
hasznaltuk. A taldlatok koziil, a legalabb 3 peptiddel azonositott fehérjéket fogadtuk el, de
kizartuk a marhaban és egérben azonos szekvenciaji peptideket. Az FDR értékek mindig 1%

alatt voltak.

Western blot analizis

A fehérje mintakat 4x mintapufferben (NUPAGE®, ThermoFisher) szuszpendaltuk fel, és
4-12%-0s Bis-Tris akrilamid gélen (ThermoFisher) méret szerint szeparaltuk, majd PVDF
membranra (Merck) blottoltuk. Az immunreaktiv jeleket ECL reagenssel (Advansta) tettiik a
LI-COR ODYSSEY® Fc (Dual-mode imaging system) rendszer altal detektalhatova. Az
exoszomakat jellemzd fehérjék Western blottal torténd azonositdsahoz hasznalt ellenanyagok a

1-es Tablazatban kerultek felsorolasra.

Citokinek és kemokinek kimutatasa Proteome Profiling hasznalataval

A tid0 mintdkat NP40 lizis pufferben (Thermo Fisher Scientific) tartuk fel, és a
fehérjekoncentraciokat Pierce BCA Protein assay kit (Thermo Scientific) segitségével mértiik
meg. A kiilonb6z6 kemokinek és citokinek expresszios szintjét Mouse Cytokine Array Panel A
(R&D Systems) felhasznalasaval azonositottuk. Az immunreaktiv jeleket a LI-COR
ODYSSEY® Fc (Dual-mode imaging system) rendszerrel detektaltuk és az Image Studio Lite

v5.2 szoftver segitségével azonositottuk.

Kvantitativ valoésideji reverz transkripciés PCR (QRT-PCR)

Mlana és Mitf gRT-PCR

A total RNS tisztitasdhoz Quick-RNA MiniPrep izolalo kitet hasznaltunk (Zymo Research). A
cDNS konyvtarat a High-Capacity ¢cDNA Archive Kit (Applied Biosystems) és random



primerek felhasznalasaval hoztuk 1étre. A reakcidkat FastStart SYBR Green Master keverékkel
(Roche) végeztiik.

A relativ expresszios aranyokat az MmRpl27 (Mus musculus ribosomalis protein L27) génhez
viszonyitott normalizalt aranyként szamitottuk. A végso relativ génexpresszids aranyokat AACt

értékekként szamoltuk.

Negyven onkogén TaqgMan panel analizise

Az MSC sejtekbol Qiagen RNeasy Mini Kit segitségével RNS-t izolaltunk, a cDNS-t TagMan
reverz transzkripcids reagensekkel szintetizaltuk. A tiidészovetb6l a total RNS-t TRIzol
(ThermoFisher) alkalmazasaval izolaltuk, és a High Capacity ¢cDNS Kit (ThermoFisher)
segitségével hoztuk létre a cDNS konyvtarat. TagMan Gene Expression Master Mix-et
(ThermoFisher) hasznaltunk a qPCR kisérlethez. A vizsgalt 44 gén expressziojat AACt
modszerrel szamoltuk, és 4 belsé kontroll (PPIA, 18S RNS, ACTB és GAPDH) atlagos Ct
értékére normalizaltuk.

Az Osszefiiggések elemzéséhez a hierarchikus klaszterelemzést, R szoftverrel végeztiik. Az
walulrol felfelé” épitett agglomerativ hierarchikus klaszterezési stratégiat alkalmaztuk, és az
eredményeket egy fa alapu dendrogramban abrazoltuk. (R szoftver: R. D. C. Team, R: A
Language and Environment for Statistical Computing, R Foundation for Statistics Computing,
Vienna, Austria, 2008).

Citokin és kemokin qRT-PCR

A tiid6 total RNS-ét NucleoSpin RNS II RNS izolald kit alkalmazasaval tisztitottuk; amibdl
CDNS-t szintetizaltunk. A qRT-PCR-t poolozott mintdkon (n = 3) végeztik génspecifikus
primerekkel (CCL2, CCL3, CD86, IL-12, IL-6, IL10, CXCL16, CCL7, CD80, CXCL11,
CXCL9, IL23, TNF-a), és SYBR Green felhasznalasaval kovettiik a génexpressziot. Minden
egyes Ct értéket normalizaltuk négy belsé kontroll gén atlagos Ct értékére (ACt értékek). A
végso relativ génexpresszids ardnyokat a ACt értékek (AACt értékek) Osszehasonlitasaként

szamitottuk ki.

Szovettan, immunhisztokémia
A tiidomintakat 4% formaldehid oldatban fixaltuk; majd rutin HE szdvettani vizsgélatot,
valamint standardizalt immunhisztokémiai szoveti analizist végeztiik el az 1. tabladzatban

felsorolt antitestekkel.
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Y-kromoszoma kimutatasa tumorattétben (FISH)

A fluoreszcens in situ hibridizaciohoz (FISH) az X kromoszoma és az Y kontroll probat
(Empire Genomics) alkalmaztuk az egér MSC sejtek Y kromoszéomajanak jelenlétének
ellendrzésére.

Sejtproliferacio

Az exoszoma kezelést kovetden 72 oraval a kezeletlen kontroll és az exoszoménak kitett MSC
kultirdkat tripszinnel disszocialtuk a tenyésztd feliiletr6l. A sejteket tapoldattal mostuk,
Biirker-kamréaban és sejtszamlaloban (Bio-Rad, TC10 Automated Cell Counter) szamlaltuk.
Apoptozis kimutatasa

Az exoszomaknak kitett MSC kultarakat és a kontroll sejteket 100 ng / ml egér tumor nekrozis
faktor-a-val (TNF-a) kezeltiik (R&D Systems). 24 6ras inkubalas utan a sejtpusztulast az
Annexin V apoptozis detektald kit-tel hataroztuk meg (Biolegend). A mintakat FACS Calibur
aramlasi citométerrel (BD Biosciences) mértiik, az adatokat Flowing Software (Cell Imaging

Core) elemezte.

PD-1 és MLANA kimutatasa immunfluoreszcens mikroszkoppal

Az MSC kultarakat 4% paraformaldehiddel fixaltuk, TritonX-100 0,1%-o0s oldataval
permeabilizaltuk, ¢s BSA-val blokkoltuk. Az alkalmazott antitesteket az 1. tablazatban soroltuk
fel. A képeket konfokdlis 1ézeres pasztazd mikroszkoppal (Olympus) és dSTORM
szuperrezolucios mikroszkoppal készitettiik (egyedi gyartmanyu, invertalt mikroszkoppal,

Nikon Eclipse Ti-E keret alapjan).

Molekularis halézat abrazolasa az Ingenuity Pathway Analysis szoftverben

Az exoszomaval kezelt allatokban in vivo talexpresszalt gének altal kodolt fehérjék irodalmi
adatai alapjan felrajzoltunk egy fehérje halozatot. Ennek a halozatnak az egyedi grafikus
abrazolésat az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) Path Explorer eszkozzel készitettiik.

Statisztikai analizis

Az Osszes adatot atlag + SD vagy SEM formaban abrazoltuk legalabb harom fiiggetlen kisérlet
eredményét felhaszndlva. A statisztikai paramétereket, beleértve a statisztikai elemzést, a
statisztikai szignifikanciat és az n értékeket, az abra jelmagyarazatai kozlik. In vivo
kisérletekhez n = allatok szama. Statisztikai Osszehasonlitas céljabol kétmintas t-probat

hajtottunk végre. A p<0,05 értéket szignifikansnak tekintettiik (* p<0,05; nem szignifikans

[n.s.]).
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4. Eredmények

A B16F1 eredetii vezikulak izolalasa, és karakterizalasa

Els6ként BI16F1 egér melanoma sejtekbdl szarmazé EV-ket differencialsziiréssel és
ultracentrifugalassal izolaltunk, majd a vezikuldkat a MISEV2018 alapjan jellemeztiik. Az
eredmények alapjan az izolalt vezikuldk alakja, mérete, valamint a fehérje Osszetétele

exoszomalis jellemzoket mutatott (2. abra).
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2. ébra. A B16F1 melanoma sejtkultirabél szarmazé exoszomak jellemzése.

(a) A melanoma sejtek altal kivalasztott exoszomak SEM képe. (b) Az exoszomak AFM felvétele. (¢) Az altalanos
exoszoma markerek Western blot analizise. (d és €) Az exoszomalis fehérjék és miRNS-ek az IPA altal azonositott
top 5 molekularis és sejtes funkeio.

Az izolalt exoszoOmaknak meghataroztuk a fehérje- és miRNS-profiljat. A teljes proteom
elemzés soran a melanoma exoszémakban 95 kiilonbozo fehérjét, a miRNS-szekvenalassal 168
ismert miRNS-t azonositottunk.

A proteomikai ¢s miRNS szekvendldsi adatok funkciondlis jelentdségének megismeréséhez
IPA szoftvert hasznaltunk. Az IPA elemzés kimutatta, hogy az azonositott fehérjék nagy
valoszintiséggel olyan sejtes €és molekularis folyamatokban vesznek részt, mint a ,,Sejtpusztulas
¢s tulélés”, ,,Sejtmozgas”, ,,Sejtek kozotti jelatvitel és kolcsonhatas”, ,,Sejtndvekedés
¢s -szaporodas” ¢€s ,,Sejt Morfologia ”(2d. abra). Ezekkel az eredményekkel 6sszecsengenek az
IPA analizissel azonositott miRNS funkciok, mint a ,Sejtfejlodés”, ,,Sejtndvekedés

¢és -szaporodas”, ,,Sejtmozgas”, ,,Sejtciklus” és ,,Sejtpusztulas és proliferacio” (2e. abra).
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A tumor eredetii exoszomak az MSC sejtek onkogén atprogramozasat eredményezték

in vitro

Ezt kovetden megvizsgaltuk az exoszomak hatasat az MSC sejtek bioldgiai folyamataira, mely

sejtek a tumor-sztroma altalanosan elfogadott elemei az in vitro modellekben.
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3. dbra. Az internalizalt melanoma exoszomak az MSC sejtek rosszindulatu transzformaciéjat indukaljak.

a) Exoszomaval kezelt MSC kultara sejtproliferacios vizsgalata. A sejtek egy részét exoszomaval kezeltiik, és 72
oraval a kezelést koveten a sejtszam szignifikansan megndvekedett a kezeletlen sejtkultirakhoz képest. Az
eredményeket atlag £ SD (n = 3) formajaban adjuk meg. (b) Az exoszomanak kitett MSC sejtek apoptézis-
elemzése aramlasi citometriaval. Mind a TNF-a altal indukalt teljes sejthalal (¥), mind a nekrdzis szignifikansan
alacsonyabb volt (Zp = 0,03, illetve p = 0,02) az exoszomaval elokezelt sejttenyészetekben a megfeleld kontroll
sejtekhez képest. Az eredményeket atlag + SD (n = 3) formajaban abrazoltuk. (¢) Mlana és Mitf qRT-PCR
vizsgalata a 24 oranként exoszomakkal kezelt MSC kulturakban, a kezeléseket a grafikonon nyilak jelezik.
Mindkét mRNS expresszidja ndvekedett exoszoma kezelés utan, de eltérd kinetikaval. (d) A MLANA fluoreszcens
immunocitokémidja exoszomaval kezelt MSC kultarakban, AlexaFluor555-konjugalt antitestet alkalmazva
(voros). A sejtek a-tubulin halozatat AlexaFluor488-konjugalt antitest (z61d) jeldlte, és a sejtmagokat DAPI-val
(kék) festettiik.

Megallapitottuk, hogy az MSC-k proliferacids sebessége jelentdsen felgyorsult 72 6raval az
exoszoma kezelést kovetden (3a. abra). Az aramlasi citometria azt is kimutatta, hogy az

exoszomaval kezelt MSC sejtek részleges rezisztenciat mutattak a 100 ng / ml TNF-a sejthalalt
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kivaltd hatasaival szemben, az elhalt sejtek frakcidja jelentdsen csokkent ezekben a
sejtkultirdkban (dbra (3b).

Mivel az exoszomak melanoma sejt eredetliek, kérdés volt, hogy a melanoma-specifikus
tulajdonsagok de novo megjelennek-e exoszomalis hatasra a kezelt MSC sejtekben. A kérdés
megvalaszolasahoz vizsgaltuk az Mlana és az Mitf melanoma-specifikus markerek
expresszigjat. JRT-PCR vizsgalat eredményeként azt lattuk, hogy mindkét marker mRNS-
transzkriptum szintje szignifikansan megemelkedett az MSC sejtekben az exoszoma kezelés
soran (3c. abra). Az immunfluoreszcens analizis megerésitette, hogy az exoszoma expozicid
jelent6sen megnovelte az MLANA expresszidjat fehérjeszinten is (3d. abra).

Ezt kovetdéen megvizsgaltuk, hogy az exoszomak fent leirt hatasai — amelyek az MSC sejtek
rosszindulatl transzformacidjat indukaljak — mellett leirhato-e a célsejtek molekularis onkogén
atprogramozasa. Az exoszomaval kezelt MSC kultardkat egy 40 — irodalmi adatok alapjan
melanoma progresszidban szerepet jatszo — onkogénbdl és tumorszuppresszor génbdl allo sajat
tervezésii panel segitségével, QRT-PCR moddszerrel vizsgaltuk.

Amint a 4a. abra mutatja, a melanoma exoszoémakkal kezelt MSC sejtek génexpresszios
mintazata egyértelmii onkogén dominanciat mutatott (a kezeletlen sejtekhez képest). Ezt az
Osszes vizsgalt molekula atlagos, relativ génexpresszids szintjének statisztikai elemzésével
igazoltuk. Statisztikailag magasabb értékeket kaptunk az exoszomaval kezelt sejtek esetében
(P=1,9x%x10° p=0,031 ésp=2,3 x 108 a 6, 24 és 72 oras idépontokban).

Mint fent emlitettem, a kozelmultban egy tanulmany leirta, hogy a PD-1 receptort
tilexpresszald melanomasejt-alpopulaciok figyelemre méltdban megndvekedett invazivitast és
agressziv novekedési tulajdonsdgokat mutatnak. Az eldzetes eredményeink alapjan, mely
szerint a melanoma exoszomak képesek MSC sejtek rosszindulata “atnevelésére”,
megvizsgaltuk a PD-1 expressziot a kezelt MSC kultarakban.

A varakozasoknak megfelelden a kontroll, kezeletlen MSC sejtekben csak kismértékii PD-1
expressziot lehetett azonositani (mind mRNS, mind fehérje szinten). Ezzel szemben a PD-1
expresszio szignifikans €s 1dofliggd emelkedését mutattuk ki az exoszomaval kezelt sejtekben
gRT-PCR-rel (4b. abra), Western-blot-vizsgalattal és immunocitokémiai analizissel (4c,d.
abra). Ezen kivil STORM, szuperrezolucioés mikroszkopia segitségével egyedi molekulak
szintjén is azonositani tudtuk a PD-1 nagymértékii tiltermelddését az exoszomaval kezelt MSC

sejtekben (4e. abra).
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4. dbra. Az exoszomak altal atnevelt MSC sejtek onkogén dominanciat és PD-1 expressziét mutatnak.

(a) Negyven tumoros folyamatokkal kapcsolatos gén qRT-PCR analizise exoszomaval kezelt MSC sejtekben, sajat
tervezéstl panelen. A megvaltozott génexpresszids mintazat trendvonala 24 6ra elteltével ndvekvo tendenciat mutat
(atlag = SD). (b) PD-1 receptor qRT-PCR elemzése MSC sejtekben 2 és 24 oras exoszoma-expozicio elteltével.
A grafikon az atlag + SEM (n = 3) értékét mutatja. (c) A PD-1 expresszidjanak reprezentativ immunoblottja
kontroll és exoszémaval exponalt MSC sejtlizaitumokban, 24 6ras exoszoma kezelést kovetéen. (d, €) A PD-1
fluoreszcens immuncitokémiaja 24 oras exoszoma hatasnak kitett MSC kultarakban, a PD-1 molekula (voros)

elleni antitest alkalmazasaval. A sejtmagokat DAPI-val festettiik. (d) a sejtek a-tubulin halozatat zolden jeloltik.
(e) A képeket STORM szuperrezolicios mikroszkoppal készitettiik.
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Fontos megemliteni, hogy mivel a proteomikai elemzés nem hatarozta meg a PD-1 jelenlétét
az exoszomakban, ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az exoszomaknak Kitett
MSC sejtekben a magas PD-1 fehérjetartalom a de novo indukcionak és nem az exoszoémak
altal kozvetitett molekuldris transzfernek az eredménye. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy
a sejtek melanoma exoszomak altal kdzvetitett “atnevelése” ij MSC-populéaciot eredményezett,

amely MSCPP-1 *-ként azonosithato.
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A B16F1 exoszomak fokozzak az in vivo tumorgenezist és a tumor progresszidjat

Miutan igazoltuk, hogy a tumor eredetii exoszomak az MSC sejtek onkogén atprogramozasat
eredményezik in vitro, feltételeztiik, hogy ez a jelenség in vivo is leirhato. Ennek a
feltételezésnek a vizsgalatara egy jol ismert allatmodellt alkalmaztunk, amelyben B16F1
melanoma sejtek egerekbe torténd intravénas beadasaval (a farokvénaba) —tobbnyire a tiidében
— daganatok kialakulasat indukaltuk. Ezeket a daganatos egereket ezutan pufferrel, vagy
ugyanazon a B16F1 melanoma sejtekbdl szarmazd exoszomakkal, vagy exoszomak altal
indukalt, MSCPP-1 * sejtekkel oltottuk be.

Az exoszomaval-rokon csoportokat (azaz exoszomaval, vagy MSCP-'*sejtekkel kezelt
csoportokat) a tumorral boritott tiidészovetek jelentdsen megnovekedett mérete jellemezte
(5a. abra). Tovabba, mindkét exoszomaval-rokon csoportban a tavoli attétek szama
szignifikinsan megemelkedett a kontrollhoz képest (5b. dbra). Az MSCFP1* sejtekkel kezelt
egerekben az MSC sejteket azonositani lehetett a para-aorta nyirokcsomokban FISH
segitségével (5¢. abra), igazolva az MSCPP1* sejtek sikeres in vivo adhéziojat.

A kiiléonboz6 csoportok tiidészoveteit részletes expressziods profilozasnak vetettiik ala 14 nappal
az exoszomék, vagy az MSCP* sejtek beoltasat kdvetden. A gRT-PCR elemzést egy 40
génbdl allo, sajat tervezésii panel segitségével végeztiik el.

A génexpresszios mintak hierarchikus klaszteranalizise (HCA) egyértelmiien robusztus proto-
onkogén dominanciat mutatott az exoszOomaval-rokon csoportok tiiddmintaiban,
Osszehasonlitva a kontroll szovetekkel (5d. abra).

Igazoltuk, hogy a fenti gének mellett a PD-1 expresszidja is szignifikansan megnovekedett
mindkét exoszomaval-rokon csoportban (5e. abra). Meg kell jegyezni, hogy bar a PD-1 mRNS-
transzkriptum szintje megkozelitleg kétszerese az MSCPP* sejtekkel kezelt allatok
tiidészovetében az exoszomaval kezelt csoportba tartozo tiidémintakhoz képest, a kiilonbség
nem volt szignifikdns (valdsziniileg az allatok kozotti nagy valtozékonysag és a standard hiba
miatt).

A kiilonféle génexpresszidos mintazatok kozotti lehetséges logikai kapcsolatok bemutatasara
egy Venn-diagrammot (5f. abra) rajzoltunk fel.

A kovetkezd génexpresszids mintdkat hataroztuk meg:

* harom gén (Elk1, Rb1, Igta2) expresszios szintje kizarolag az exoszoémaval kezelt csoportban
emelkedett;

* huszonharom gén (Prom1, Tiaml, Bcl2, Bax, Casp9, Hgf, Jak2, Met, Mapk2k2, Alcam1, Eng,
Flot2, Itga4, Itga6, Kit, Pecaml, Thy, Cdc42, Casp8, Etsl, Myb, Map2kl, A Mapkl) mind az
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exoszoma-csoportban, mind az MSCPP1* sejtekkel kezelt csoportban emelkedett expresszios
szintet mutatott;

* tizennégy gént (Bmil, Cd44, Itgb1, Mucl, Cdk4, Nras, Sat3, Kitl, Rafl, Mtor, Aktl, Mapks3,
Pik3ca, Racl) talaltunk mindharom csoportban upregulaltnak.
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5. abra. A melanoma exoszomak eldsegitik a tumor progressziojat és az attétképzodést in vivo.

(a) A tiid6 tumorboritottsaga a 15. napon a harom kiilonb6z6 allatcsoportban. A grafikon az atlag + SD (n = 3)
értéket mutatja. (b) A tavoli attétek szama a 25. napon. Egy pont minden csoportban egy-egy allatot jeldl, a
piros vonalak az allatonkénti atlagos attétek szamat mutatjak. (c) Para-aorta nyirokcsomé-metasztazisok FISH-
elemzése, amely exoszomaval kezelt MSC-k jelenlétét mutatta. A him egér eredetii MSC Y -kromoszémajat
(voros pont) detektaltuk egy néstény egér attétjeiben. (d) A génexpresszids minta heatmap-je és
klaszteranalizise, amelyek protoonkogén dominanciat mutatnak az exoszéma vagy az MSCPP-1* csoportokban.
(e) a PD-1 gRT-PCR analizise a tiildémintakban TaqMan szondakkal (n = 3). (f) A Venn-diagram a kiilonféle
génexpresszids mintazatok kozotti lehetséges logikai kapcsolatokat mutatja be.

Végiil meg kell jegyezni, hogy az exoszomaval-rokon csoportokban tapasztalt génexpresszios
valtozasok kizarolag az exoszomaék jelenlétének voltak kdszonhetdk, mivel a ,,csak MSCPP-1

klaszter nem tartalmazott gént (5f. abra).
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A melanoma eredetii exoszomak elésegitik a tumorgenezist és a sejtek talélési jelatviteli

A 6. abra az interakcios utak térképét mutatja az in vivo kisérletekbdl szarmazo, tilexpresszalt
molekuldk (vOrés szimbolumok) alapjan. Harom f6 utvonalbol észleltiink megnovekedett
expresszios szintli molekuldkat, amelyek részt vesznek a tumor progressziojaban ¢és az

attétképzodésben.
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6. abra. Az in vivo tilexpresszalt gének integralt, asszociativ halozata, az egymassal kélcsonhatasban 1évé
exoszomalis faktorokkal kiegészitve.

Irodalmi adatok alapjan, a talexpresszalt gének (vords szimbolumok) felhasznalasaval 1étrehoztunk ezt a halozati
abrat. A molekulak kozotti kapesolatokat az IPA adatbazis is igazolta. A halozati vizualizaci6 az IPA Path
Designer Path Explorer szoftverrel segitségével tortént. Az exoszomalis fehérjéket és a miRNS-eket (sziirke
dobozok) az IPA Path Designer Grow alkalmazasaval kapcsoltuk dssze a halozat elemeivel, az IPA adatbazisban
talalhato kisérleti eredmények alapjan. A kialakult halozat alapjan exoszomalis komponensekkel torténd
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Az interakcios térképet az IPA Path Designer Grow alkalmazas segitségével hoztunk létre,
amely tartalmazza a tulexpresszalt gének altal kodolt fehérjéket (vagy azokbdl kialakult
komplexeket), valamint az exoszomalis miRNS-eket és fehérjéket (sziirke dobozok),
amelyekrdl kordbban kimutattak, hogy szabalyozzak vagy befolyésoljak a jeldlt molekuléakat.
Ezek a megallapitasok azt mutatjak, hogy az exoszomak és az MSC sejtek kozotti kdlesonhatas
tumorszeri fenotipust indukal a naive MSC sejtek PD-1 taltermelésével in vitro és gyors tumor
progresszioval in vivo.

Masrészrol, megvizsgaltuk a melanoma TME-t a tumorba beszivargd immunsejtek
szempontjabol, és igazoltuk, hogy a bakterialis fert6zés komplex tumorellenes immunvalaszt

indukalhat.

Az immunkompetens egerek C. pneumoniae-val torténé kezelése csokkenti a tiidoattétek
szamat és noveli a talélést

A tumorasszocialt makrofagok szerepének tisztazasa érdekében metasztatikus melanoma
kialakulasat generaltuk immunkompetens C57BL/6 egerekben vagy immunhianyos NSG
egerekben, majd a C. pneumoniae kezeléssel tumorellenes immunmechanizmusokat
indukaltunk. A B16F1 melanoma sejteket intravénasan adtuk 6-8 hetes ndstény C57BL/6
immunkompetens, vagy immunhianyos NSG egereknek. Egy héttel a tumorsejt beadasat
kovetden az egereket hdinaktivalt C. pneumoniae, vagy mock (negativ kontroll) szuszpenzidval
kezeltiik. Immunkompetens allatokban a tiidéattétek szama szignifikdnsan csokkent (p = 0,003,
3 fiiggetlen kisérlet) az inaktivalt C. pneumoniae szuszpenzioval kezelt csoportban, negativ
kontrollhoz képest (7a. abra). Ezenkiviil az inaktivalt C. pneumoniae szuszpenzioval kezelt
egerek (7b. abra) tulélése jelentdsen megnétt (p = 0,04, 3 fliggetlen kisérlet).

a 140,00

£=0.003 100,00

120,00
80,00

100,00

Mock C.pn.

60,00
80,00

60,00 I

40,00

40,00

Metasztazisok szama
EI8 egerek (%)

20,00

20,00

0,00
20 25 30 35 40 45 50 55

Napok

0,00
Mock C.pn.

7. abra. A C. pneumoniae kezelés melanoma metasztazis regressziot eredményez és noveli az allatok talélését.
(a) A tiid6attétek szama, és (b) a talélési arany a mock, illetve C. pneumoniae (C. pn.) szuszpenzidval kezelt
immunkompetens C57BL/6 egerekben.
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Az immunhianyos egerekben ez nem volt megfigyelheté, ami utal az immunvalasz

tumorellenes szerepére.
A C. pneumoniae kezelés tumor regressziét és immunsejt-infiltraciot indukal

A mock kezelt melanoma attétes immunkompetens C57BL/6 egerek tiidészovettani metszetein
nagyszamt attét volt megfigyelhetd, gyakori tumoron beliili nekrozissal, magas
tumorterheléssel egyiitt (8a. abra). Ezzel szemben a regressziv metasztazisok kisebb gocait
figyeltik meg a C. pneumoniae szuszpenzioval kezelt immunkompetens allatokban (8b. abra).
Ebben a csoportban a regressziv metasztdzisokban nagyszdmu, a daganatot infiltrald
mononukledris hisztocitakat és limfoid sejteket azonositottunk a mock szuszpenzidval kezelt
mintakkal szemben. Ezzel ellentétben mind a mock, mind a C. pneumoniae szuszpenziéval
kezelt immunhianyos NSG egerekben az attétek tobbnyire szubpleuralis €és intraparenchymas
lokalizaciot mutattak, és szignifikdns intratumoralis immunreakcié nem volt megfigyelhetd
(8c,d. abra).

C57BL/6 NSG

Mock C.pn. Mock C.pn.

8. abra. A C. pneumoniae kezelés tumor regressziot és immunsejt-infiltraciot indukal.

Reprezentativ fotok és HE-festett szovettani metszetek (a) a mock és (b) a C. pneumoniae kezelt immunkompetens
egerek tiidejébdl, valamint (c) a mock és (d) a C. pneumoniae kezelt immunhidnyos (NSG) allatok tiidejébdl.
Méretskala 100 um. (a) A trofikus nekrozisok magas tumorterhelésre utalnak. Bels6é négyzet: atipikus daganatos
sejtek és a nekrotikus régioi. (b) A kordk (jobb szélen nagyitasban) jelzik a regressziv attétek gocait, bal szélén: a
C. pneumoniae kezelés utan marad6 tiidégyulladas teriiletei. (¢, d) Mind a mock, mind a C. pneumoniae kezelt
NSG egereknél attétek fejlédtek subpleuralisan (nyilhegyek) és intraparenchymalisan (korok) anélkiil, hogy
jelent6s gyulladasos reakciok torténtek volna (belsd négyzetek: az intraparenchymas metasztazisok nagyitasa).
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A C. pneumoniae szuszpenzioval kezelt melanomat hordozé C57BL/6 egerek tiidejében
hatarozottan megndvekedett immunreakciot a CD11b és CD8O0 sejtfelszini aktivacios markerek
immunjelolésével is igazoltuk (9. ébra). Az immunsejtek invazidjat nem észleltiik a
kontrollcsoportban, ahol az immunsejtek foként a daganatok marginalis zoénaiban
koncentralodtak (9a,c. abra). A C. pneumoniae szuszpenzioval kezelt allatok tumor-
sztromajaban azonban jelent6s modon megnovekedett a beszlirddd, aktivalt (azaz CD11b és
CD80 pozitiv) limfocitak szama (9b. abra) a csoportok kozotti kiilonbség mindkét esetben
jelent6s (9e,f. abra). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy C. pneumoniae kezelés M1

tipusti makrofag polarizaciot indukal.
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9. abra. A C. pneumoniae kezelés CD11b+ és CD80+ immunsejt-infiltraciot eredményez a tumorszovetekben.
A CD11b (a, b, DAB, barna) és a CD80 (c, d, Fast Red) immunhisztokémiaja a mock (a, ¢) és a C. pneumoniae
(b, d) kezelt C57BL/6 egerek tiidejében. Szaggatott vonalak jelzik a tumor hatarat. (a-d). A CD11b+ (e) és CD80+
() sejtek szama intratumoralisan 100 tumorsejtre vonatkoztatva lett meghatarozva. (e, f) Az adatokat atlag +SD-
ként fejezziik ki.
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A C. pneumoniae kezelés indukalja a makrofag differencialédas eltolodasat az M1

fenotipus felé

Kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk, hogy a C. pneumoniae kezelés indukalta-e a makrofag
polarizaciot. Ennek érdekében feltérképeztiik a citokin és kemokin transzkriptum profilokat,
feltérképeztiik a tumort hordozé immunkompetens egerek M1 (tumorellenes) vagy M2 (pro
tumor) tipusu makrofag karakterisztikait. Az M1 és M2 tipust makrofag markereket qRT-PCR-
rel detektaltuk poolozott tiidémintakbol (3 allat / pool) 2, 4 és 12 oraval a mock illetve C.
pneumoniae kezelés utan. Négy oraval a C. pneumoniae kezelést kovetéen a CCL2, CCL3,
IL-6, CXCL10, CCL7, CD80, CXCL11, CXCLY9, IL-23 és TNF-a (M1 tipusi makrofag
polarizacios markerek) specifikus mRNS-transzkriptumainak szignifikans emelkedését
mutattuk ki (10a. abra). Ezzel parhuzamosan a CD163, CCL1, TGF- és IL-10 (M2 tipusu
makrofag markerek) mRNS expresszioja csokkent a kezelés hatasara; mig egyes, fontos M2
markerek (CXCL13, IL-1Ra) szintje n6tt (10b. abra). A statisztikai elemzés feltarta, hogy a C.
pneumoniae kezelést kovetéen az M1 tipust citokinek és kemokinek transzkriptumainak
mennyisége 4 ora elteltével szignifikansan megemelkedett (p = 0,014) (10a. dbra) az M2 tipust
makrofag markerekhez képest (10b.4).
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10. ébra. A C. pneumoniae kezelés M1 tipusii makrofag polarizaciot indukal.

(a) Az M tipusu citokin/kemokin specifikus mRNS transzkriptumok szintjének relativ valtozasai a C. pneumoniae
(C. pn.) kezelt egerekben a mock kezelést kapott tumoros egerek tiiddmintaihoz viszonyitva. (b) az M2 relativ
citokin/kemokin mRNS expresszidjanak atlagértékei; a kezelést kovetden 4 oraval az M1 és az M2 szintje
jelent6sen eltér (kétmintas t-teszt).
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5. Diszkusszio

A korabbi tanulméanyok foként a tumor progresszidjaban és az attétképzésben szerepet jatszo
metasztazis képzésnek a megkozelitése eltolddott, a kordbbindl nagyobb hangsulyt nyert a
kiils6 tényezOk jelentésége mind a tumor progresszioban, mind a tumor regresszidban.
Munkank célja volt megérteni, hogy a TME milyen szerepet jatszik ezekben a folyamatokban.
Ennek a kérdésnek a megvalaszolasahoz melanoma modellen vizsgaltuk a szekretalt
exoszomak szerepét a TME sejtjeinek atnevelésében, és a PME kialakulasaban. Ezenkiviil
vizsgaltuk a bakteridlis antigének makrofag polarizaciora gyakorolt hatasat a daganatellenes
immunvalaszokban.

Ebben a munkaban bizonyitottuk, hogy az MSC sejteket — melyek nagy mennyiségben
megtalalhatéak a tumor-sztromaban, és az egészséges szovetekben egyarant — a tumorsejtek,
exoszomak kozvetitésével képesek atnevelni.

Az atnevelési folyamat sordn a tumoros sejtvonalra jellemzd valaszmintazat aktivalodik.
Sikeriilt (i) azonositani a sejtes és molekularis szignalokat, amelyek melanoma eredetii
exoszoma kozvetitésével aktivalodnak a rosszindulatd irdanyba transzformalodo MSC
kultaraban; (ii) leirni a melanoma eredetii exoszéma altal kivaltott tumor progressziot; (iii) és
kimutatni a PD-1 receptor — melanoma progressziés marker, ¢és terapias célpont —
expresszidjanak valtozasat, melanoma eredetli exoszomaval tortént kezelés kovetkeztében.

Az attétképzés kritikus fazisa a melanoma progresszionak, tovabbra is ez a melanoma f6
haldlozasi oka, és terapids szempontbdl a legfobb kihivas. Ebben a tanulméanyban
ravilagitottunk a melanoma eredetli exoszomak egyre egyértelmlibb szerepére a PMN

kialakulasaban.

A Kkisérleteink soran az inaktivalt intracellularis patogén, C. pneumoniae kezelés hatdsara
jelentds tumor regresszid tortént a melanoma tiiddattétekben, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy ez a korokozo szerepet jatszhat a tumor regresszidjaban a tumorellenes makrofag
polarizacié indukciéjan keresztiil. Altalanosan elfogadott, hogy a tumorellenes
immunfolyamatok atfednek az antibakteridlis immunvalasszal. A makrofagok az immunvélasz
kulcsszerepldi, melyek M1 tipust polarizacioja kdzvetiti az immunrendszer tumorellenes
hatasat. Ebben a tanulmanyban bebizonyitottuk, hogy a hdvel inaktivalt baktériumkezelés
komplex tumorellenes immunvalaszt indukalhat. A C. pneumoniae kezelés csokkentette az
attétképzodést (ezaltal a hosszabb tulélést biztositva) immunkompetens allatokban, mig

immunhianyos egerekben ez nem volt megfigyelhetd. Amint azt a citokin/kemokin profilok
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mutatjak, a C. pneumoniae kezelés indukalta az M1 tipustt makrofag polarizaciot, és jelentésen
csokkentette az M2 tipusi makrofagok szintjét a tiido metasztazisaban.
Ezen eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az antimikrobialis immunvalasz hozzajarul a

tumorellenes hatashoz.

6. Uj eredmények

1. A melanoma eredetli exoszomak atprogramozzak az Oket felvevé naive mezenhimalis
sztroma sejteket, onkogén molekularis folyamatok bekapcsolasaval a sejtek rosszindulata

transzforméaciojat inditva el.

2. A melanoma eredetli exoszomak a mezenhimalis sztroma sejtekbdél egy melanoma-szerd,

PD-1 receptort tiltermeld sejtpopulacio (MSCPP ) kialakuldsat eredményezik.

3. Mind a melanoma eredetii exoszomak, mind az altaluk 4tnevelt melanoma-szerti MSCPP1*
sejtpopulacio a tumor progresszidjat tamogatjak, valamint onkogén molekuldk taltermelését

indukalva eldsegitik a metasztazisok kialakulasat in vivo.

4. A bakterialis antigének altal kivaltott makrofag polarizacio és a komplex tumorellenes

immunvalasz a melanoma metasztazisok regressziojahoz vezet.
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15-2016-00015; GINOP-2.2.1-15-2017-00052, az NKFI-6-K-11493, UNKP-19-4. palyazatok,
a Magyar Tudoméanyos Akadémia Bolyai Janos Kutatasi Osztondija, valamint a Szegedi

Tudomanyegyetem Open Access alapja tdimogatta.

Végiil, de ami a legfontosabb, szeretnék kdszonetet mondani sziileimnek és testvéremnek a
feltétel nélkiili gondoskodasért és tamogatasért. Es nagyon koszénom csalddomnak — akik sokat
nélkiiloztek az elmult idékben —, tdmogatasuk, batoritasuk és tiirelmiik nélkiil nem sikeriilt

volna.
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